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ssie G-250，Quick startTM Bradford 1x dye solu-
tion，ミニプロティアンTertra セル，Mini-protean






















mg/ml～1.5 mg/ml）の BSA（bovine serum albu-
min）を用い，標準曲線を作製した。この⚖種類の
溶液をそれぞれ 20μl とり，エッペンドルフチュー
ブに入れ，ついで Coomassie G-250 を含む Quick
startTM Bradford 1x dye solution を 1 ml 加え，




い，吸光度波長 595 nm で測定した。ブランクとし













り開始し，全量を 1 ml とした。37℃で 30 分のイン




































用いた。酵素溶液 20μl に 5μl の 0.5 M GTA 緩衝




・3,3-dimethyl glutaric acid 16 g
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表 1 酵素反応系の組成および反応系
1 酵素溶液 Enzyme Solution 10～20μl(diluted 5～10 fold）
2 緩衝液
Buffer(0.5 M Sodium phos-
phate buffer, pH 7.0）
100μl(final conc. 50 mM）
3 還元剤 β-ME(2-ME） 10μl(final conc. 10 mM）
4 超純水 dH2O 860～840 μl
5
基質 Substrate(10 mM）
10μl (final conc. 100μM →
100 nmoles）
6 → incubate for 15～20 min at 37℃
7 → terminate the reaction by adding 2 ml of 0.2 M acetate
（CH3 COOH）
8 → determine the fluorescence at Ex 360 nm and Em 460 nm
温度安定性は，酵素反応系のインキュベーション





ティアン Tertra セル（BIO-RAD 社），電気泳動用
ゲルは，Mini-protean TGX precast gels, any kD
12-well（BIO-RAD 社），泳動電源は，Power Pac
Basic（BIO-RAD社）を用い，200 V で約 30 分間の
電気泳動を行った。泳動後のゲルは，Bio-Safe





（EDTA， AEBSF， Antipain， E-64， E-64c，
Leupeptin，Z-LLLH（aldehyde），Leuhistin，CA-








Laemmli 法27) による SDS-PAGE を行った。またゲ
































MCA や Z-Arg-Arg-MCA などその他の合成基質に
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図 2-A 標準曲線
（RFU 0～10,000)


























mMTris-HCl buffer，pH 8.0 を加えた後，フードプ
ロセッサーを用いて粉砕し，さらに 10,000 g で 30
分間遠心し，各上清を得た。これらの上清中のシス























ろ pH 6.5～7.0 に最適 pHが存在することが明らか
となった（図 8-A）。これらの結果を基に，酵素活





濃度が 75 mMとなるようにし，⚔℃に 24 時間静置
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図 8-A 最適 pH
図 8-B クエン酸緩衝液(pH 3.0～6.0）およびリン酸緩
衝液（pH 6.0～8.0）使用による最適 pHの決定




























ラチンに SCP を添加し，⚑時間反応後の SDS-




② 精製Transferrin および精製 Lactferrin（以下，
Tf および Lf）の分解




分子量約 70,000 にバンドが認められた。Tf に SCP
溶液を添加し，⚑時間反応後の SDS-PAGE上では，
分子量 80,000 および 70,000，60,000，および
20,000，16,000，10,000 のバンドが新たに認められ，
分解されたことが示された。また，Lf のみでは，分
子量 72,000 と 75,000 附近にバンドが認められた。
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図 8-E 温度安定性
図 9 種々の酵素阻害剤による酵素活性阻害
図 10 SCP によるゼラチンの分解
Lf に SCP 溶液を添加し，⚑時間反応後の SDS-
PAGE 上では，Tf の場合と同じように，20,000，


































れ添加し，0.5 Mリン酸緩衝液 pH 7.0 を 0.45μl ま
たは 0.5μl 添加したもの，初乳 1μl（29μg）に SCP
溶液をレーン⚘および⚙に 1μl（0.42μg），2μl
（0.84μg）それぞれ添加し，0.5Mリン酸緩衝液 pH
7.0 を 0.23μl，または 0.34μl 添加したもの，成乳
1μl（27μg）に SCP溶液をレーン 10 および 11 に 1
μl（0.42μg），2μl（0.84μg）それぞれ添加し，0.5
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図 11 SCP に よ る 精 製 Transferrin お よ び 精 製
Lactferrin（以下，Tf および Lf）の分解
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図 13 SCP によるスキムミルクおよびヒト母乳タンパ
ク質の分解

















































Tf および Lf にサルナシ果汁を添加し，37℃，⚑
時間の反応後 SDS-PAGE を行った（図 11）。Lf お




















性として P1 サイトに Gly が存在すれば，Gly 残基
と次のアミノ酸残基（P1ʼ サイト）の間のペプチド
結合を切断することを意味している34)。さらに
Kunii ら34) は，Actinidin によるタイプ Iコラーゲン
の切断部位の研究において，P1 サイトに Gly 以外
のアミノ酸（Ala，Phe，Glu，Asn，His，Val，Tyr
および Gln）が存在しても切断することを報告して









































































参 考 文 献
⚑) 荒瀬輝夫，内田泰三．長野県中南部に自生する





















92 宮 崎 早 花・他 93北海道産サルナシ果実中のシステインプロテアーゼに関する研究



















10）Nishiyama I, Yamashita Y, Yamanaka M,
Shimohashi A, Fukuda T, Oota T. Varietal
difference in vitamin C content in the fruit of
kiwifruit and other actinidia species. J Agric
Food Chem. 52: 5472-5475, 2004.
11）Nishiyama I, Fukuda T, Oota T. Genotypic
differences in chlorophyll, lutein, and α-
carotene contents in the fruits of actinidia




13）Kim D, Kim S H, Park E J, Kang C Y, Cho SH,
Kim S. Anti-allergic effects of PG102, a water-
soluble extract prepared from Actinidia arguta,
in a murine ovalbumin-induced asthma model.
Clin Exp Allergy. 39: 280-289, 2009.
14）Park EJ, Kim B, Eo H, Park K, Kim Y, Lee HJ,
Son M, Chang YS, Cho SH, Kim S, Jin M. Control
of IgE and selective T(H)1 and T(H)2 cytokines
by PG102 isolated from actinidia arguta. J.
Allergy. Clin. Immunol. 116: 1151-1157, 2005.
15）Takano F, Tanaka T, Tsukamoto E, Yahagi, N,
Fushiya S. Isolation of (+) -catechin and (-) -
epicatechin from Actinidia arguta as bone
marrow cell proliferation promoting com-
pounds. Planta Med. 69: 321-326, 2003.
16）Kim J, Jang DS, Kim H, Kim JS. Anti-lipase and
lipolytic activities of ursolic acid isolated from
the roots of Actinidia arguta. Arch Pharm Res.
32: 983-987, 2009.
17）Jang DS, Lee GY, Kim J, Lee YM, Kim JM, Kim
YS, Kim JS. A new pancreatic lipase inhibitor
isolated from the roots of Actinidia arguta. Arch
Pharm Res. 31: 666-670, 2008.
18）Jang DS, Lee GY, Lee YM, Kim YS, Sun H, Kim
DH, Kim JS. (2009). Flavan-3-ols having a
gamma-lactam from the roots of Actinidia
arguta inhibit the formation of advanced
glycation end products in vitro. Chem Pharm
Bull (Tokyo). 57: 397-400.
19）Arcus AC. Proteolytic enzyme of Actinidia
chinensis. Biochim Biophys. Actra. 33: 242-244,
1959.
20）Carne, A., Moore CH. The amino acid sequence
of the tryptic peptides from Actinidin, a
proteolytic enzyme from the fruit of Actinidia
chinensis. Biochem.J. 173: 73-83, 1978.
21）MEROPS The Peptidase Database (http://mer-
ops.sanger.ac.uk/)
22）BRENDA The Comprehensive Enzyme infor-











26）Bradford MM. A rapid and sensitive method for
the quantitation microgram quantities of pro-
tein utilizing the principle of protein-dye
binding. Anal Biochem. 72: 246-254, 1976.
27）Laemmli UK. Cleavage of structural proteins
during the assembly of the head of bacterio-















33）Wally J, Buchann SK. A structural comparison
of serum transferrin and lactoferrin. Biometals.
20: 249-262, 2007.
34）Kunii S, Morimoto K, Nagai K, Saito T, Sato K,
Tonomura B. Actidain-hydrolyzed type I colla-
gen reveals a crucial amino acid sequence in
fibril formation. J Biol Chem. 285: 17465-17470,
2010.
35）小野伴忠．乳タンパク質におけるカルシウム動
態とその応用．Milk Science. 54: 53-62, 2005.
94 宮 崎 早 花・他 95北海道産サルナシ果実中のシステインプロテアーゼに関する研究
36）Dao P, Jain S, Nayak S, Apparao KBC, Totey
SM, Garg LC. Molecular cloning and sequence
analysis of the cDNA encoding beta-
lactoglobulin in Bubalus bubalis. DNA Seg. 10:
105-108, 1999.
37）Findlay JBC, Brero K. The complete amino-
acid sequence of human alpha-lactolburin, Eur J
Biochem. 27: 65-86, 1972.
38）Pastorello EA, Conti A, Pravettoni V, Farioli L,
Rivolta F, Ansaloni R, Ispano M, Incorvaia C,
Giuffrida MG, Ortolani C. Identification of
actinidin as the major allergen of kiwi fruit. J
Allegy Clin Immunol. 101: 531-537, 1998.
39）Lucas JS, Nieuwenhuize NJ, Atkinson RG,
MacRae EA, Cochrane SA, Warner, JO,
Hourihane JO. Kiwifruit allergy: actinidin is not
a major allergen in the United Kingdom, Clin
and Exp Allergy. 37: 1340-1348, 2007.
40）Kaur L, Rutherfurd SM, Moughan PJ,
Drummond L, Boland MJ. Actinidin enhances
gastric protein digestion as assessed using an in
vitro gastric digestion model, J Agric Food
Chem. 58: 5068-5073, 2010.
41）Kaur L, Rutherfurd SM, Moughan PJ,
Drummond L, Boland MJ. Actinidin enhances
protein digestion in the small intestine as
assessed using an in vitro digestion model. J
Agric Food Chem. 58: 5074-5080, 2010.
42）Montoya CA, Hindmarsh JP, Gonzalez L,
Boland MJ, Moughan PJ, Rutherfurd SM.
Dietary actinidn from kiwifruit (Actinidia
deliciosa cv. Hayward) increses gastric diges-
tion and the gastric emptying rate of several
dietary proteins in growing rats. J Nutr. 144:
440-446, 2014.
43）Montoya CA, Rugherfurd SM, Olson TD, Purba
AS, Drummond LN, Boland J, Morghan PJ.
Actinidin from kiwifruit (Actinidia deliciosa cv.
Hayward) increses gastric digestion and the
gastric emptying rate of meat proteins in the
growing pig. Br J Nutr. 111: 957-967, 2014.
44）Rush EC, Patel M, Plank LD, Ferguson LR.
Kiwifruit promotes laxation in the elderly. Asia





Objective: Sarunashi (Actinidia arguta) is an edible small fruit producing perennial vine belonging to the
Actinidia genus in the Actinidiaceae family. Although the fruit is expected to have health benefits as a functional
food, little is known about functional proteins in the fruit. Kiwi fruit is well known to contain a cysteine protease
(actinidin). In this study, the biochemical properties and physiological functions of cysteine protease in sarunashi
fruit were determined.
Methods and Results: Frozen samples of fruit that had been harvested in 2012～2015 in the vicinity of Sapporo
City and ripened for 3 days at room temperature were used in this study. Sarunashi fruit enzyme solution obtained
by homogenization, dialysis and centrifugation was used for biochemichal haracterizations. Enzyme activity was
measured by fluorometrical determination using Z-Leu-Arg-MCA as a specific ubstrate. This enzyme was
activated to 200-fold by adding β-ME, and the activity was strongly inhibited by E-64, E-64c, antipain and
leupeptin. These data strongly indicated that the enzyme is a cysteine protease. The enzyme was tentatively
designated as sarunashi cysteine protease (SCP). The proteolytic degradation of biological materials such as
transferrin (Tf) and lactoferrin (Lf) and that of proteins contained in meat, cow and human milk were determined.
Tf and Lf were moderately degraded by SCP, and gelatin and caseins (α-, β- and γ-) were strongly degraded by
SCP.
Conclusion: SCP was biochemically confirmed to be a cysteine protease. The enzyme degraded several proteins.
The possibility of sarunashi produced in Hokkaido contributing the maintenance and improvement of health was
also discussed.
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